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論文内容要旨
 1.研究の目的
 アンセリンは1一メチルーL一ヒスチジンとβ一アラニンより成るジペプチドで,種々の動物の骨格
 筋および神経組織に広く見出されている。アンセリンの生理作用についてはいまだ不明な点が多
 いが,近年の報告では,カルノシンをはじめとする他のヒスチジン含有ジペプチドとともに,種々
 のフリーラジカルに対し,優れた中和作用を持つことが報告されている。また嗅覚系では,アン
 セリンの前駆物質であるカルノシンが,神経伝達物質として働いている可能性も示唆されている。
 アンセリンは網膜にも存在することが確認されているが,その含有量は動物種によって大きく
 異なっている。アンセリンは特に鳥類の網膜に豊富に存在する。
 ヒスチジン含有ジペプチドの神経組織内での局在については,主にカルノシンについて,免疫
 組織学的手法を用いた報告が種々の動物についていくつかなされている。網膜におけるアンセリ
 ンの局在については,いまだ報告されていない。
 そこで,本研究では,アンセリンのニワトリ網膜における局在を,免疫組織学的手法により明
 らかにすることを目的とした。
 2.研究方法
 本研究では,アンセリンとBSAをグルタルアルデヒドで架橋結合させたものを白色家兎に投
 与することでその抗体を作成した。組織標本については,グルタルアルデヒドで固定することで,
 組織中に存在する遊離アンセリンを固定し,免疫組織学的手法で局在を調べた。
 アンセリンーウシ血清アルブミン(bovineserumalbumin;BSA)結合体を,白色家兎に繰り
 返し皮下注射し,固相酵素免疫測定法(enzyme-1inkedimmunosorbentassay;ELISA)を用
 いて抗体価の十分な上昇を確認後,抗体精製のための採血を行った。血清よりIgGを抽出し,
 ペプシンで分解後,F(ab')2分画を集め,アフィニティカラムクロマトグラフィーによって
 抗体を精製した。特異性の検証はドット・プロット法およびELISA法にて行った。
 ニワトリ網膜の組織標本は生後30日のチャボ7羽から得た。眼球は2.5%のグルタルアルデヒ
 ド溶液で硝子体を灌流後に摘出し,前眼部を切除した上で同溶液で固定し,パラフィン包埋後,
 切片を作製した。ラット筋肉およびラット眼球と外眼筋の組織標本は,2.5%グルタルアルデヒ
 ドで灌流固定したSpraque-Dawleyラットから得た。筋肉組織は,大腿部から採取した。各々の
 組織標本は,1%BsAを含む。、05MTris一塩酸緩衝液(pH7.6)にて室温で1時間ブロッキング
 を行った後,1次抗体として2μg/mlの精製した抗アンセリン抗体を,2次抗体として金粒子
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 標識ヤギ抗ウサギIgG抗体を使用し,銀染色キットにて発色させた。
 陰性コント・一ルは1次抗体にその100倍の濃度のアンセリンBSAを添加して吸収させたも
 のを使用した。陽性コントロールとして,アンセリンに富むラットの骨格筋を染色した。
 3.結果
 抗体特異性の検証の結果,カルノシン,ホモカルノシン,フェニルアラニンのBSA結合体に
 交叉反応を認めたが,アンセリンーBSA化合物との親和性は,競合する他のBSA結合体に比べて,
 十分に高いことがわかった。また,この抗体は遊離した単体のアンセリンには反応しないことが
 確認された。
 ニワトリ網膜の免疫組織染色の結果,ミューラー細胞および視細胞内節にアンセリン様免疫反
 応を認めた。このうちミューラー細胞は,ほとんど全ての細胞に染色が認められたが,視細胞内
 節については,細胞により染色性にやや違いが見られた。視細胞内節においては,その形態から,
 油滴もしくは油滴を包む膜が主に染色されているものと考えられた。後極部と周辺鄙での染色性
 の違いは認められなかった。この結果は,対象とした7羽の全てに共通して認められた。コント
 ロールには染色は認められなかった。
 ニワトリ網膜と同時に染色処理したラットの大腿部の筋肉組織に,アンセリン様免疫反応が認
 められた。また外眼筋が付着した状態で切片を作成したラット眼球標本では,主に外眼筋に染色
 が見られた。ラット網膜に認められたような染色は認められなかった。
 4.結論
 白色家兎を用いてアンセリンに対する抗体を作成し,精製した。
 この抗体を用いて,アンセリンに富むニワトリの網膜を,免疫組織学的手法を用いて染色し
 た。
 3その結果,ミューラー細胞と視細胞内節に染色が認められた。
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 審査結果の要旨
 本研究は動物の神経組織に広く分布するアンセリンについてその網膜内局在を免疫組織学的な
 手法を用いて明らかにしたものである。
 アンセリンは過去にその抗体が得られておらず,網膜特に鳥類の網膜に豊富に存在することが
 分かっていたが,局在については不明であった。本研究ではアンセリンとBSAをグルタールア
 ルデヒドで架橋結合させ,白色家兎でその抗体を作成することに成功した。抗体はドットプロッ
 ト法を用いて他の29種類のアミノ酸に比べても十分特異性を持っていることを示している。こ
 の抗体を用いてニワトリ網膜の免疫組織染色をした結果,ミューラー細胞および視細胞内節にア
 ンセリン様免疫反応を認めた。この抗体を用いて哺乳類であるラット網膜を染色したが,ニワト
 リで認められたような明らかな染色は認められなかったという。
 アンセリンはカルノシンをはじめとするヒスチジン含有ジペプチドと共にフリーラジカルに対
 する中和性があると報告され,嗅覚系の神経伝達物質としてもその一部は作用していることは知
 られている。また,ヒスタミン前駆物質であるヒスチジンとの関係も記されており,ヒト網膜お
 よび他の組織における作用が興味を引くところである。本研究はその第1歩として極めて微量で
 あるアンセリンに対する特異抗体を作成し,ニワトリ網膜における局在を示した。これは将来の
 ヒトにおける研究に発展する貴重なオリジナリティーの高い論文と評価され,博士論文として価
 値あるものである。
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